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ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 糖尿病 ラ ッ ト く糖尿病 ラ ッ トう お よ び正 常成熟ラ ッ ト く対照ラ ッ ト1 か ら調製
した培養肝細胞 を用 い て， 蛋 白合成 に 及 ぼす イ ン ス リ ン の 長期効果の 作用 磯序 に つ い て検討 した． 血清中
の 諸因子 の 影響を除外す る目的で， 肝細胞は無血 清培地くH工ノW O5ノB A20 00うを用 い ， 5％二 酸化炭素と 95％
空気と の 気相下， 37
0
Cの 状態で培養 した ． 肝細胞播種後， 最適条件下 で 24時間培養し た肝細胞は， 代謝の
面か らも形態の 面 か らも， 成熟 ラ ッ トの 生体肝細胞と同等の 状態を十分に 反映 してい た． 蛋白合成は， 仁1 4
Cコで標識 した ロ イ シ ンの トリク ロ ー ル 酢酸不溶性分画 へ の 取 り組 み， お よび抗 ラ ッ トア ル ブミ ン血清を使
用 して 得た沈殿物 へ の 標識 ロ イ シ ン の 取り込 み を指標と した ． 糖尿病ラ ッ トおよ び対照 ラ ッ トか ら調製 し
た培養肝細胞 に お い て ， ト リク ロ ー ル 酢酸不 溶性蛋白と ア ル ブミ ン の 合成 は， 時間経過 と とも に 培養24時
間ま で は直線的に 増加 した． しか し糖尿病 ラ ッ ト培養肝細胞で の こ れ ら の 蛋白合成量 は， 対照ラ ッ トに比
して低下し てい た． 対照 ラ ッ トか ら調製 した培養肝細胞で は， これ ら の蛋 白合成はイ ン ス リ ン を培地 へ 添
加す る こ と で 明ら か な合成能の 増加 を示 さ なか っ た ． しか し糖尿病ラ ッ トか ら調製した培養肝細胞で は，
10－8M の イ ン ス リ ン を培地 に添加す る こ と に よ り， 培養初期の 蛋白合成量 は対照に 比 して 4倍 もの 増加 を
示 した ． 一 方糖尿病 ラ ッ トお よ び 対照 ラ ッ トか ら調製 した 培養肝細胞 で のイ ン ス リ ン レ セ プ タ ー を ス
キ ヤ ツ チ ャ ー ド解析 した結果， 親和性は両者と も 4 ．4 旬 5．7XlO．9M と同数 であ っ た ． しか しイ ン ス リ ン レ
セ プタ ー 数 は， 糖尿病ラ ッ ト培養肝細胞で， 対照に 比 して約2倍 を有し て い た ． さ らに 糖尿病 ラ ッ ト培養
肝細胞で は， イ ン ス リ ン 分解能も対照ラ ッ ト で 完進 して い た ． この 様に 糖尿病ラ ッ トか ら調製 した培養肝
細胞の 方がイ ン ス リ ン に対 して ， よ り感受 性が 増大 して い たが， こ れ はイ ン ス リ ン に 対する応答性の 差異
が， 少な く とも レ セ プタ ー の 性状 の 差異に 基づ く こと を示唆す るも の と考 えられ た． 最後 に 巨大分子 で あ
るイ ン ス リ ン ． デ キ ス トラ ン 複合体 く複合体う が， 培養肝細胞に お い てイ ン ス リ ン と同様， 蛋白合成 を促
進さ せる こ と を示 し た． 3種類の 複合体く工， 分 子 量 150，000こ 口， 分子 量 450，000こ1王1， 分子 量2，000， 00コ
を実験 に供 した と こ ろ， 複 合体 H Hは イ ン ス リ ンと 同様の 効果 を示 し た． 一 方複合体 く工1う で はイ ン ス
リ ン の 67％の 促進効果 を示 し， 複合体 く1m で は程度は弱い が や はり蛋 白合成促進効果 を示 した． これ ら
の 結果か ら， イ ン ス リ ン作用 の 発 現 に は ， 必 ず しもイ ン ス リ ン が細胞内へ 取り込 まれ る 必要 はな い と考え
られ た．
Key w ords s eru mfre e m ediu m， pr Otein synthesis，in sulin， C ultur ed
hepatocytes．
イ ン ス リ ン の 作用 機序 を解明 す る目的で ， リ ン パ
球1I， 脂肪細胞2増 は じめ と して 各種の 生 体膜3川 を用 い
たin vitr oの 研究が 精力的に な され て い る ． Goldfin e
は細胞レ ベ ル で の イ ン ス リ ン の 作用機序を即 時乳 中
間型， 遅延 型 の 3 つ に 大別 して お り引 ， こ の 観点か ら見
る と従来の in vitr oの 実験系はイ ン ス リ ン の 即時効果
の み を と ら えて い た と い う短 所が 指摘さ れ る6I． 本研
究で は こ の 欠点 を補う ため に ， 培養肝細胞を用 い る こ
とに よ り蛋白合成に 及 ぼすイ ン ス リ ン の 中間型 お よ び
遅延型に 区分され る作用機序 を検討 した． 本論文の 主
Abbreviatio ns 二D M， Diabetes m ellitu s三 S T Z， Str eptozoto cin 三 T C A， Trichlor o ac etic a cid．
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旨 は次の 4項 に 分類 され る． 先 ず正常 ラ ッ トく対照ラ ッ
トう お よび ス トレ プ ト ゾ ト ミ ン 糖尿病 ラ ッ ト く糖尿 病
ラ ッ り か ら得られ た遊離肝細胞 を， イ ン ス リ ン の 作
用 がよ り顕性化され他 の ホル モ ン等の 影響 で 修飾さ れ
る こ との な い よ う に ， 血清 を加 えな い 培地で 培養す る
とい う無血 清培養実験系を確立 した． 次 に 対照ラ ッ ト
お よ び糖尿病 ラ ッ トか ら調製 した 無血 清培地下の 培養
肝細胞 を用 い て， イ ン ス リ ン の 同細胞の 蛋 白合成に 及
ぼす影響 に つ い て 検討 し た． 第 3 に 対照 ラ ッ トお よ び
糖尿病ラ ッ ト に お ける蛋白合成 の差異 をイ ン ス リ ン レ
セ プ タ ー の 面か ら検討す る と共に ， 両者に お け るイ ン
ス リ ン 分解過程で の 差異を明 らか に した． 最後 に イ ン
ス リ ンの 蛋白合成 へ の 効果の 発現 にイ ン ス リ ン が細胞
内へ 取り込 まれる こ とが 必 要で あ るか 否か を， 細胞内
へ 取 り込 まれ ない 巨大分子 で あ る複合体を用 い て ， 糖
尿病 ラ ッ ト培養肝細胞 に お け る 蛋白合成 の 面 で 検討
し， イ ン ス リ ン レ セ プ タ
ー 機構の 一 端 を解 明 した．
材料お よ び方法
I
． 成熟 ラ ッ ト肝細胞初代単層培養法
24時間絶食後 の ウ イ ス タ ー 系雄性 ラ ッ ト く体重約
200gH 北陸ラ ボウ エ ア， 富 山 を， チ オ ペ ン タ
ー ルくラ
ボ ナ ー ル ， 田辺 製薬． 5 m gハ00g体重， 腹腔 内注射I
麻酔下 に 開腹 し， 門脈 より 0．05％ コ ラ ゲ ナ
ー ゼくcla ss
II． Worthingto n Bio che m ． ， N ．J．1 を含む Kr ebs
－
He ns elitbic a rbo n ate buffe rくK H BlpH． 7．4 で肝 を
港流す る Ber ry ら の方法
7恨 準 じた 著者の 変法に て肝
細胞遊離 を行 な っ た ． K H B はあ ら か じ め 5％C O2－
95％Air の 混 合 ガ ス で 飽 和 し， ミ リ ポ ア フ ィ ル タ
ー
くpo r e siz eO．22JLm ， M illipo reLtd．1 で滅菌濾過後便
用 した． 肝濯流 15分後， 軟化 した肝 をラ ッ ト腹腔内 よ
り摘出し， 培養液 仁W aym o uth
，
s MB 75211 くFlo w
Labor ato rie sIn c． ， Va．1， ウ シ ア ル ブ ミ ン くfatty a cid
fr e e， Fr a ctio nV－ M iles Labo r ato rie sIn c．，India n a．1
ぉ よ び オレ イ ン酸 くSigm aC he m． Co． ， M o．1添加j 中
で細胞 を遊離 し， 90 メッ シ ュ の 絹 フ ィ ル タ
ー に て 濾過
した後 ， 濾液を約 400rpm く約 30Xglで 2分間遠心洗
浄 をく り返 し， 40旬 50mlの 肝実質細胞浮遊液 を作製
した． 約 2．5 句 3．OXlO6個 の 遊離細胞 を培養皿く直径60
m m， Falc o nCo ．， Ca．1 に 播種 し， 2．5mlの 培養液中
3 T Cで湿潤 した 5％C O2．95％A ir の 気相下 に て培養 を
開始 した． 培養4時間後，
一 旦 培養液 を交換 し以後実
験に 供 した． トリ バ ン プ ル
ー 染色に よ る細胞 の 非染色
率は 90旬 95％で あ っ た ． ま た これ らの 操作は す べ て 無
菌的条件下で行な っ た ． 無血清培地 を用 い て い る た め
培養皿 は コ ラ ー ゲ ン くTy pe lI． Sigm a Chem ． C O－ ，
M o ．1 1 m g と ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン くCollabor ativ e
Re s． ， M ass．う 50JLg で コ
ー デ ィ ン グし た もの を使用し
た
． なお 本稿 で培養開始 と記し て ある 時点は， す べ て
細胞槽種後4 時間 を経過 した 時点 を基 準と して い る ．
培養液の 組成 は表 1 に 示 した ．
H
． トリ ク ロ ー ル 酢酸不溶性蛋 白 の 合成 量 の 測定
亡1－1 4Cj ロ イ シ ン く比 放射能 56．9 mCiノm m ole．
New Engla nd Nu cle a r， M a ss．1 の トリ ク ロ
ー ル 酢酸
くT C Aう 不溶性分画 へ の 取 り込 み は 一 定時間培養後
0．2 N－ NaO H2．5 mlを 用 い て 細胞 を ラ バ ー ポ リ ー ス
マ ン で 剥 離 し sonic ator お よ び mic rotip tHe at
System Ultr a s o nicIn c． ， N ．Y － M odel W
－220Flを用い
て 45 ワ ッ ト 30秒 に て超音波破砕 した後， 1600xgく日
立遠心機 5 P R130 分遠心後上清 2ml に 50％T C A O．5
ml を加 え蛋白質を沈殿さ せ， 沈殿物 を 10％TC Aで 2
回洗浄後， 沈殿物の 放射活性 を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン
カ ウ ン タ ー くL S Cm ode1 675 Aloka Co ．，1 で測定し
た ．
工Il． ア ル ブ ミ ン の 合 成 量 の 測 定
培養肝細胞 に よ り新 しく合成さ れ た アル ブミ ン量は
培養液中に 亡1－1 4Cコ ロ イ シ ン を添加し， 一 定時間培
養後， 細胞内の アル ブ ミ ン に 取り込 まれ た放射活性に
ょ り あ ら わ した． 細胞破砕液2 mlに 200声1の 抗ラ ッ
トア ル ブ ミ ン 家兎血 清 を加 え， 4
0
C， 12時間静置後さ
らに 抗家兎 ヒ ツ ジ全血 清 くM ile s Laborato ries In c．，
India n a1200JLl を加 えて ， 1600Xg15分 間遠心 して得
た沈殿物中の 放射活性 を測定し た． 抗 ラ ッ トア ル ブミ
ン 家兎血 清は ラ ッ トア ル ブ ミ ン くSigm a Che m． Co．，
M o ．う2 m g を毎週家兎に 免疫 し， 約 2 ヶ 月後に 採血し
抗体価 の 測定検討 を行な っ た後使用 した ．
1 V． 糖尿病 ラ ッ トの 作成
糖 尿病 ラ ッ トはJu n od らの 方法別 に 準 じて ， ウイ ス
タ ー 系雄 性 ラ ッ ト に ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン くS TZl
くSigm aC he m． Co． ， M o －1 65m gノkg
■ 体重を尾静脈
よ り注射 して作成 し，注射後 1週間 に て 実験 に供した．
糖 尿病 ラ ッ ト の 空 腹時 血 糖 は 300H ュgノ10 m H江上を
示 し， 血 中im m u n or e a ctiv ein sulin 値も 対照 ラ ッ トに
比 し有意 に 低下し て い た．
V ． 蛋 白量 の 測 定
Low ry 法
9厄 て ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン くSigm aChem ．
Co， ， M o．う を標準 と して 行な っ た ．
Vl． 培養肝 細胞 に お け る 蛋白合成 の 測定
培養開始 4 時間後に 一 旦 培養液を交換し た． その後
亡1－14Cコロ イ シ ン を加え， こ の 時点 を基準に 6時乱
12時限 24 時間経過後， 培地 と培養細胞 を採取し， 前
述の 方法に て T C A 不溶性蛋白お よ び ア ル ブ ミ ン の合
成量 を測定 した． 合成 に 関 す る実験 はtriplic ate で実















培養肝細胞 に お け るイ ン ス リ ン の 作用機序
用 ． 培養肝細胞に 古 け る蛋 白合成 に 及 ぼ す イ ン ス リ
ンの 影響 に つ い て の 検討
肝細胞中の 生 理 的濃度 に 近 い 10．8M の イ ン ス リ ン
を対照ラ ッ トお よ び糖尿 病 ラ ッ トか ら調製 した培養肝
細胞の 培養液中に 添加 し， T C A不 溶性蛋白お よ び ア
ルブミ ン の 合成 を経時的に 測定 した ． な お 10
－ 8M の イ
ン スリ ン は培養後 6時間毎 に添 加 し， 合成 へ の 影響 を
観察した．
YIm． 培養 皿 の コ ー テ ィ ン グ
コ ー ティ ン グは ウ シ コ ラ ー ゲ ン くType工II， Ty peIV
Sigm aChe m ． Co ．， M o．1 とフ ィ ブ ロ ネ ク テ ン くColト
abor ativ eRes． ， M a ss．1 を用い て 行な っ た ． Ty peIV
コラ ー ゲ ン の コ
ー デ ィ ン グ に は Lin ら の 方法 州 を用 い
た． Ty pe IIIコ ラ
ー ゲ ン で は Lin ら の 方法 川 と Rubin
らの 方法 川 を用 い た ． フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン は 50声g を
500ルlの 培養動 こ溶解 し， フ ァ ル コ ン 社製プ ラ ス テ イ
ク培養皿く径50m mlの 底面全 体に コ ー ティ ン グ した．
フィ ブ ロ ネ ク チ ン と Ty peIIIコ ラ
ー ゲ ン と の 併用 コ ー
ティ ン グの 方法 は， 先 ず Lin ら の 方法1 01で Ty peIIIコ
ラ ー ゲ ン を コ ー テ ィ ン グ した培養皿 を， 細胞播種直前
に p王iの 是正 の た め に 培 養液 1 mlで 培 養皿 を 洗浄 し
た後， フ ィ プ ロ ネク ナ ン 30メイg を 300声1の 培養液 に 溶
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解し， 底面全体に こ れ をコ ー テ ィ ン グ した．
1又 ． 播 種 細胞の 接 着率に つ い て の 検討
一 培養皿 あ た り に 播種 し た細胞 の 総蛋 白量 を A と
す る． ま た播種後 4 時間経過し た時点で の 培養皿底 に
接着した細胞の 蛋 白量 を B と する． 接着率は BノA で
表示 した．
X ． イ ン ス リ ン レセ プ タ ー の 性状に つ い て の 検討
1 X lO6個ノ2 mlの 細胞に 対 して 0．6ng の仁1 2 5Ijイ ン
ス リ ンく比放射能 102JLCiノjLg Ne wEngla nd Nu cle a r，
Ma s s．1 を加 え， 1倍か ら 1000倍の 非標識イ ン ス リ ン
くブタ イ ン ス リ ン Sigm aChe m ． Co． ， M o．I と と も に
15
0
C，60分 間， イ ン キ ュ ペ ー シ ョ ン後，In sulin Binding
Ass ay BufferくHepeslOOm M ， NaCl 120mM ， K C1
5m M， M gS O l．2mM ， E D T Alm M， Glu c o selOm M ，
SOdiu m a c etate 15m M， B S AlOm glml に て 2 回洗
浄後細胞 の 放射活性 を ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー くR A W
600， Shim a zu，l で 測定 し， 解離定数 くK dl お よ び最
大結合能 くB m a xl を算出 した．
X L イン ス リ ン の 分 解 に つ い て の検討
イ ン ス リ ン の 分解は C1 2 5エコ イ ン ス リ ン く放射能102
pCiJJJg ． New England Nucle a r， M a ssの TCA 不溶
性分画へ の 取り込 み で測定した ． 各実験毎に 培養細胞
Table l． Co mpo sitio n of m odified Wa ym O uth
，
s M B 752ノ1くH IJIW O51B A2 0 0 01
Co mpo n e nt








Am ino a cids
t．Arginin e－H Cl
l－Aspa rtic Acid





b Histdin e． H Cl． H20
tIs oleu cin e
tLeucine
l－Lysin e． H Cl
t Methio nin e
l．P henylala nin e
tProlin e
L T hr e o ni e
b Try ptopha n






C holin eC hloride
Folic Acid
Hypo x a nt hin e
l－In o sitoI
Nic otin a mide
d－Pa ntothe n ateくCaSaltI
Pyrido xin e． H CI
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498 久 津
の な い 培地の み に 添加 した 亡1 2 5り イ ン ス リ ン を対照と
した． 分解率 は次の 式で 算出し た．
％degradatio n of labelled ins ulin by hepato cyte
ニ ％T C As oluble c o untsin e xpe rim e ntaltube
－ ％T C Asoluble c o u ntsin c o ntroltube
XII． イ ン ス リ ン ． デ キ ス トラ ン複合体
Cya n oge n br o mide で活性化 した デ キ ス ト ラ ン T
－
70 を Sephade x G 75カ ラ ム で 二 重連続濾過 して作製
す る Saka m oto ら の 方 法1 2りこ よ っ て 作 製 し た T－40
く分子 量 150， 00う， T －70く分子 量 450， 00うお よ び T－
2000く分子量 2，000， 00う の 3種類の複合体 を用 い た．




． 無血 清培地 を用 い た肝 細胞の 培養
1 ． 細胞接着に 関す る コ ー テ ィ ン グ法の検討 と， 対
照 ラ ッ トお よび糖尿病ラ ッ トに お ける 接着率の 差異
肝細胞は無血清培地 を単独で用 い た 場合， 培着皿 へ
は殆 ん ど接着せず， Lin ら の方法
1 0りこ準 じて 予 め ウ シ
皮膚コ ラ ー ゲ ン を培養皿 に コ ー テ ィ ン グす る こ と に よ
り接着率 は増加 した． しか し コ ー テ ィ ン グ に 用 い る コ
ラ ー ゲ ン の 種類 に よ り接着率 は異 な っ た ． 即 ち対照
ラ ッ ト で は 基底 膜 由来 の Ty pe IVコ ラ ー ゲ ン で
54 ．8士1l．6％と良好な接着率が得 られ た が ， Ty pe III
コ ラ ー ゲ ン で は Rubin ら の方法 川 で 27．6 士1 ．2％，Lin
ら の 方法 川 で は 2．2 士0．9％と い ず れ の 方 法 で も 低
か っ た ． Ty pe IIIコ ラ
ー ゲ ン と フ ィ プ ロ ネ クチ ン との
併用 コ ー テ ィ ン グで は 60．6士9．7％ と， Ty peIVコ ラ
ー
ゲ ン単独使用 以 上 の接着率が得 られ ると と も に ， 細胞
接着後 の 細胞 の 拡張， 伸展も 良好 で あ っ た ． な お 実験
の 途中で TypeIVコ ラ ー ゲ ン が 入手不能 とな っ た ため
フ ィ プ ロ ネタ テ ン と TypeIVコ ラ
ー ゲ ン との 併用 コ ー
テ ィ ン グの 検 討は で き な か っ た ． 対照 ラ ッ トお よ び糖
尿病 ラ ッ トか ら調製 した 細胞 の 間 に は トリ バ ン プル ー
に よ る非染色性に 差異 はな か っ た ． 表 2に 両群での接
着率 を検討 し た成績 を示 す． 培養皿 へ 播種後 4時間で
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Fig．1． Tim e c o u rs e ofsynthe sis of T C A in solu
ble
pr otein s a nd albu min by r at hepato cytes
in
prl m a ry m OnOlaye r cultu r e pr epar ed fr o m
c ontr olratくせ 一 書1a nd S T Z－indu c eddiabetic r at
く0 － 01． A， E
1 4Cコー1e u cin ein c orpo r atio nto T C A
ins oluble pr otein si B，E1 4CコーIe u cln ein c o rpor ation
to albu min ．
Table 2． Plating e伍cie n cy of inoc ulated r athepatocytesto pla stic dishe s c o ated
by v a rio u s m ethods
1認浣謡i誌 Fibr o n e ctin Co11agenI V Collage nIII
Co ntr oI
Rat
S T Z diabetic
Rat
60．6士9．7 18．6士7．2 54 ．8士1 1■6
36．5士7．4







Allv alu e s ar e e xpr es s ed in perc e nt
H IW O5IB A2000W aS a C ultu re m ediu m．
S T Z D M Ratこ Diabetic r atindu c ed byirje ctingS T Za w e ek before．
． In s ulin く10
－8MI w as added to c ultu re m ediu m ．
輌 Co11age n w a sdiss oIv ed a c co rdingto the m ethod of Rubin et al．
1 11
Each v alu eis the m e a n of 3e xperim ents土S．D．
培養肝細胞に お け る イ ン ス リ ン の 作用機序
卜に対して糖尿病 ラ ッ トの 方 が低下 し て お り， 本実験
で用 い た Ty peIIIコ ラ
ー ゲ ン と フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン と を
併用し た方 法で も対 照 ラ ッ トの 60 ．6士9－7％ に 比 し て
糖尿病ラ ッ トで は 36．5士7■4％ で あ っ た ．
2 ． 対照 ラ ッ トお よ び 糖尿 病ラ ッ トに お け る蛋 白合
成能の 差異
図1 に 対照ラ ッ トお よ び糖尿病 ラ ッ トか ら調製 した
培養肝細胞 の 経時的な 蛋白合成 を示 す ． T C A不 溶性
蛋白お よ びア ル ブ ミ ン の 各合成と も糖尿病 ラ ッ ト培養




































































0 8 12 Tin－eいり ほ
Fig．2． Effect of in s ulin く10－8Ml o n仁1 4Cコー1e u ciヮe
inc o rpor atio n to T C A in s oluble pr otein s l n
C ultu red hepato cytesprepar ed fr o m c o ntr ol r at
くAl a nd S T Z－indu c ed diabetic くBl． 0 － 0 ，
ins ulinく10－8Mlad dedこ 囁巨山噌 ， in sulin fr e e．
499
工I． 培 養肝 細胞 に お け る 蛋白合成 に 及 ぼ すイ ン ス リ
ン の 影響
図2 は対照ラ ッ トお よ び糖尿病ラ ッ トか ら調製 した
培養肝細胞 に イ ン ス リ ン を添加し た時の TCA 不溶性
蛋白合成 の 経時的変化を示 す． 対照ラ ッ トで はイ ン ス
リ ン 添加 に よ り， T C A 不溶性蛋白合成 は培養 12時間
の 時点 で や や促進 の 傾向が認 め ら れ た． 一 方糖 尿病
ラ ッ トで は 明 ら か に イ ン ス リ ン 添加に よ る促進 を認
め， 培養初期の 蛋 白合成量の 低下 が見られ な くな っ た ．
ア ル ブミ ン 合成 に つ い て もイ ン ス リ ン添加に よる 影響
は同様で ， 図 3 に 示 す如く培養初期の 合成が改善さ れ
た． 表3 に は培 養肝細胞 に お ける接着率， T C A不 溶性
蛋白合成 お よ び ア ル ブ ミ ン合成の 3項目に つ い て の イ



















































0 6 12 24
Tim eく叫
Fig． 3． Effect of in s ulin く10．B岬 o nE1 4Cj－le u cine
in c orpo ratio nto albumin synthesizedin c ultured
hepato cytes prepa red fr o mS T Z－indu c ed diabetic
r at． 0 －0 ，in s ulin ad dedニ ー －0 ，in s ul in fr ee．
Table3． Plating efncie n cy， and synt hesis ofTC A in soluble pr otein and albu min ， Of c ultu red hepato cyte s
Pr ePar ed fr o m a c o ntrolr at a nd ST Z－indu c ed diabetic rat
Plating Efciicie n cy T C A Pr e cipitate Alb min Synthesis
In s ulinく十1 Ins ulinトJ Ins ulinく＋1 工n sulinト1 In sulinく十1 ln sulinト1
Co ntroIRat 13 4．4 士7 ．2 100 113．1 士8．9 1 0n l17．6士9．0 100
ST Zdiabetic Rat ．41．9士4 ．9 36．8土5．2 40．3士7 ．4 28 ．6士2．9 36．5士4．0 30．9土3 ．6
Al v alu e s a re e xpressedin perc ent．
Ea ch v alu eisthe m ean of3 e xpe rim ents 士 S． D ．
500
トか ら調製 した培養肝細胞 に お ける ， 接着率， T C A不
溶性蛋白合成 お よ び ア ル ブ ミ ン 合 成 を 各々 基 準
く100％ンと した場合， 糖尿病 ラ ッ ト培養肝細胞で の 接
着率， T C A不溶性蛋白合成 お よ び ア ル ブ ミ ン 合成 は
各々 ，36．8士5．2％，28．6士2 ．9％お よ び 30．9士3．6％で
あっ た ． 次に 培地に 10－8M のイン ス リ ン を添加 して み





































Co nce ntr atio n of ln s ulin
Fig．4． Effe ct of in crea sing c o n c e ntr atio n s of
in sulin on l the E1 4Cコ．le u cin e in c o rpo r atio n to
albu min synthe sized in c ultu red hepato cyte s
prepa red fr o m S T Z
－indu c ed diabetic r at． d ． ． －
書
， Synthe sis of albu min of c ultured hepato cyte s
prepa red fr o m aS T Z－indu c ed diabetic r at
in cubated with insulin fo r 1 2 hrニ ー 一 砂 ，
Synthe sis of al bumin of c ultu red hepato cyte s
prepa r ed fr o m aS T Z
－indu c ed diabetic r at































tu ， l U ．
Co nce ntr atio n of lnsulin
津 見
蛋白合成 お よ び ア ル ブ ミ ン 合成 は， 134－4 士7．2％，
1 13■1 士8．9％お よ び 117嶋6士9 －0％を示 した
．
一 方糖尿
病 ラ ッ ト培養肝細胞 に お い て もイ ン ス リ ン を添加する
こ とで ， 接着 乳 T C A不 溶性蛋白合成 お よ び ア ル ブ ミ
ン 合 成 は， 各々 4 1．9士4 ．9％， 40．3士7．4％お よ び
36．5士4 ．0％と増加 した ．
添加イ ン ス リ ン の 濃度 に 関 して は， ア ル ブ ミ ンの合
成 を指標と して ， 培養細胞の 実験系で検討 を加えた
．
培養 6 時間お よ び 12時間に お ける ア ル ブ ミ ンの 合成
を最大 に す るイ ン ス リ ン の 濃度は 10－11 へ 10．1 0M で あ
り， 図4 に示 す よう に ， こ の 濃度 を境 に し て低濃度側
で は 添加イ ン ス リ ン の 10g 濃度の 増加 と と も に アル
ブ ミ ン合成の 上昇 を， 高濃度側で は逆 に 合成の 低下を
認め た．
III． イ ン ス リ ン レ セ プタ ー の 性状の 検討 お よ びイ ン
ス リ ン の 分解 に つ い て の 検討
1 ． レ セ プ タ ー の 検討
図 5に 示 す よう に非標識イ ン ス リ ン の 各濃度で標識
イ ン ス リ ン と糖尿病ラ ッ ト肝細胞 との 結合は 2相性を
示 し た． こ の 結果 をス キャ ッ チ ャ ー ド解析 した 結果，
図 6 の よう に 糖尿病ラ ッ ト肝細胞 の イ ン ス リ ン レ セ プ
タ ー 性状 に つ い て は， K d は 4．4 X lO．9M で 対照 ラ ッ ト
くK d 5．7XlO．9Ml と 差 が な か っ た が ， Bm a xは
0．36XlO
－ 9
m ol106c ellで 対照ラ ッ トく0．18XlOp 9m oI
lO6cell の 約2倍 で あ っ た ．
2 ． イ ン ス リ ン の 分解に つ い て
図 7に 示 す よ う に 添加イ ン ス リ ン の 分解曲線 は対照
1 － gh
A l lin ty
Contr ol
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Fig．5． Effe ct of in cr e a sing c o n c e ntration s n o n
－
1abelled in sulin o n仁1 25Iコーin sulinbindingtoisolat－
ed hepato cytes prepared fro m S T Z
．indu c ed
diabetic r at．
Fig ．6． Sc atcha rd a n alysis of in s ulin binding to
is olated hepato cyte spr epa r ed fr o mST Zindu ced
diabetic r at a nd c ontrol rat． Scatcha rd plots
w e r e co n str u cted by deter mining the r atio of
bo u ndくBlto fre eくFナ1iga nd a nd plotting this
v er su sthe a m o u nt of bo u nd liga nd．


























0 1 2 ユ 4 5 8
Tim eくhrI
Fig．7． Degr adatio n of仁1 2 5Iコーin s ul in． Degr adatio n
ofE12 5Iコーin s ulin く10ql OM I w a s dete r min ed by
pre cipitatio nin lO％ T C A． In e ach experim e nt，
ap pr opriate c o ntr ol tubes w e r epr epa r ed that
wer e ide ntic al to e xpe rim e ntal tube s in all
respe cts e x c ept that hepato cytes w e re o mitted．
中 一 申
，degr adatio n c urv ein cultu r ed hepato cyte s
prepa red fr om co ntrol ratニ 0
． ． ． 0
， degr adatio n
C urVe in c ultu red hepato cytes prepa r ed fro m
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Fig－8． T he effe ctof in s ulin o npr otein synthe sisin
the c ultu red hepato cytes－ T he adult rathepato －
CyteSprepa r edfro m theSTZ．indu c ed diabetic r at
Wer e Cultu r ed with incre asing c o n c e ntratio n s of
n ativein s ulin orin sulin－de xtr a n c o mple x esin the
m ediu m c o ntaining 仁1 4Cコー1eu cin e for 12 ho u r s．
The r ate of pr otein synthesis w a s m e a s u r ed by
the r adio a ctivitie sin c o rpo r ated into T C A in －
S Oluble r5r otein ． 中 一さ ， n ativ ein s ulinニ 0 － 0 ，
ins ulin －de xtra n c o mple xItT－401こ A ． ． ． ム ， ins ulin －
de xtr a n c o mple x II tT－70h N … ・ ， in sulin －
de xtr a n co mple xIIIくT．2000J．
ラ ッ ト， 糖尿病 ラ ッ トとも に 2相性を呈 した． そ の 分
解の 初期相で の 添加イ ン ス リ ンの 半減期 を Tlノ邑， 後期
相で の 添加イ ン ス リ ン の 半減期を Tlノ己， と す ると ， 対
照 ラ ッ ト で は Tl ノ邑ニ 3． 鍋 時 間， Tlノ己ニ 16．7時間 で あ
り， 糖尿病 ラ ッ トで は Tlノ邑ニ 54分， Tlノ邑ニ 6．13時間で
あ っ た．
1V ． イ ン ス リ ン ． デ キス トラ ン複合体の 培養肝細胞
に お ける 蛋 白合 成 へ の 影響
図 8に 各種イ ン ス リ ン ー デ キ ス トラ ン複合体 の濃度
と T C A不溶性蛋白との 関係 を示 す． T－40 で はイ ン ス
リ ン 単独添加に よる効果と ほ とん ど同様 で あ っ た が，
T－70， T－2000 と デキ ス ト ラ ン の 分子 量 が大 き く な る
に つ れ て， その複合体 の蛋白合成に 及ぼ す影響が 小 さ
く なる 傾向を 示 した． しか し T－70 で は明 らか に 蛋白
合成の 冗進が認 め られ た． 図9 に示 す よう に各種イ ン
ス リ ン ． デ キス トラ ン複合体 の濃度と ア ル ブ ミ ン 合成
と の 関係 も同様 の結果で あ っ た ． 図10 は培養後 12時
間の 糖尿病ラ ッ ト肝細胞の 位相差光顕像を示 す． イ ン
ス リ ン と T－40 お よ び T－70で は形態上 の 差異 は観察
され なか っ た ． イ ン ス リ ン ． デ キス トラ ン 複合体 くT－
40， T．701 はイン ス リ ンと 同様肝細胞の 培養皿 へ の 接
着率 を高め， 細胞の 伸展 を促進させ た ． 表 4 にイ ン ス
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Co n c e ntralio n olln s ulin
Fig． 9． T he effe ct of in s ul ino rin s ulin－de xtra n
C O mple x e s o nthe albumin synthesis in the
Cultured hepato cytes． T he adultr athepato cyte s
preparedfrom theSTZ－indu c ed diabetic r at w er e
Cultu r ed with in c re a slng C O n Centr ation sofn ative
O rin sulin －de xtr a n c o mple x e sin the medium
c o ntainingE14CコーIe u cine fo r1 2ho u r s． T he r ate
Of pr otein synthe sis w a s m e a s u red by the r adio ．
a ctivite sin co rpor ated into im m u n opre cipitate s
by a nti－r at albu min r abbit se ru m a nd a ntirabbit





Fig． 10． Pha se contr a st micr ogr aphs ofthe cultu r
－
ed hepato cytes12 hr afterin c ubatio n． T he adult
r at hepato cytes pr epa r ed fr o m ST Z－indu ced
diabetic rat w e re c ult r ed witho utin sulin くAI，
with in sulinくBland with in sulin－de xtra n c o mple x
くCI．
に よ る不溶性 TCA の 蛋白合成 に 及 ぼす 影響 を， イ ン
ス リ ン を基準と した 時の 百分率で 示 し た． T－40 で は
94．2 士3．5％， T－70 で は 67．5 士4．8％そ して T－2000で
は 30．0士5．2％で あ っ た ．
X l O O
考 察
工
． 無血 清 培地 を用 い た肝 細胞 の 培 養法
1 ． 培養液に つ い て
従来各種の 体細胞の 培養に は血 清添加培地が用い ら
れ て き たが ， ホ ル モ ン 等の 影 響 を検討す る際 には血清
に 含 ま れ る諸 因 子 の 影 響 を 無視 し得 な い ． Yam ada
ら1釘
1弟は既 に 無血 清培地 と し て用 い ら れ て い る m ノ
W O51B A2 。。。， L－15， Ha m F－12な どを選 択し， 比較検
討 し た結果， HりW O5ノB A20 0 0の 有用性 を認め， 少なく
と も こ の 無血 清培地 で 培養さ れ た肝細胞 は形態学的に
も生 化学的に も肝実質細胞の 性格 を有 し， 実験系に十
分使用 で き る こと を報告 して い る． E工ノW O5ノB A2 0川は
M orrison ら1 51が マ ウ ス L 細 胞 培 養 の た め WayA
m o uth
，
sM B 75211 を基 本と して ウ シ ア ル ブ ミ ン 2OOO
m glL く0．2 ％l， オ レ イ ン 酸 5 m gノL を加え， Bollnel
，
ら に よ り初 め て 肝 細胞培養 に 用 い ら れ た 培養液 であ
る
．
こ の 培養液の も う 1 つ の 特徴は高濃度グ ル コ
ー ス
ほ000m gノLうを含 ん で い る こと で あ る． こ の 高濃度グ
ル コ ー ス は培養肝細胞の グリ コ ー ゲン 分 解を抑制し，
その 結果細胞の a utophago cyto sis を 防止 する ため 細
胞の 微細構造 を維持 で き る作用 が あ る と考えら れてい
る1 71
． 高濃度 グル コ ー ス が肝細胞の 代謝に どの 様な影
響 を 与 える か は不 明 で あ る が ， 少 な く と も 浸透圧 は
293．6 m Os mル で あ り， 他の 培地と比 較 して も差を認
め なか っ た ．
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Table 4． Relativ epote n cie s ofthr e ekinds of ins ulin－de xtr a n c o mple x e sin the stim ulatio n ofpr otein
SYnthesisin the c ultur ed r athepato cytes a s c o mpa red with n ativ ein s ulin
Ins ulin 怒岩霊
－De xtr a n M ole c鑑濫ight of 諾崇霊i慧晋忠霊篤nthe sis
Nativ einstllin
Co mplex I． T
－40
Comple xII． T－70













The adultr athepato cyte sprepar edfro m the ST Z－indu ced diabetic rat were c ultu r ed with n ativ e or
iTS ulin－de xtra n c o mple x esin the 甲ediurTC O ntainingE
l lCコ，leu cinefor 12ho urs． T he rate ofprotein synthe－
sIS W aS m e a S ur ed bv the radio a ctlVitie s ln C OrP r atedinto T C Ain s oltlble pr otein ． Ea ch v alu eis the m ea n
of 3e xperim ents士S．D．
2 ． コ ー テ ィ ン グに つ い て
成熟ラ ッ ト肝細胞は通常の 培養状態に お い て は分裂
増殖しな い ． ま た他の 体細胞に 比 して 培養皿 へ の 接着
能力が劣る． こ と に 培養当初よ り無血 清培地 を使用 す
ると， 培養皿 へ の 接着率 が極め て 悪 く， こ の た め単層
の形成は不可能で ある． 従 っ て 成熟 ラ ッ ト肝細胞初代
培養法の もう 一 つ の 重 要な点は， い か に 肝細胞を効率
良く培養皿 に 接着させ る か とい う こ と で ある． そ こ で
一 旦血 清添加培地下 で培養を開始 し， 十分 な単層形成
を認め た後無血清培地 に 置換 す る方法が考 え られ る
が， こ の 方法 で もイ ン ス リ ンや デ キサ メ サ ゾ ン が添加
されな けれ ば 6ノ へ 一 12時 間で細胞 の 機能や形態が十分
には維持 で き なく な ると の 報告も み られ る1 3j． 実際著
者の実験 で も血 清添加培地で 接着させ ， そ の 後無血 清
培地に 置換し た後， 培養 6時間で 観察 して み る と細胞
の接着， 伸展 が悪 く， 更 に 12時間後 で は 多く の 細胞 が
培養皿よ り剥離 し浮遊す る 状態 で あ っ た ． そ こ で 無血
清培地 で は血 清の 有す る細胞に 対す る接着， 伸展な ど
の安定化作用 が期待 で き な い こ と か ら， 培 養皿 へ の
コ ー ティ ン グ を検討 した ． Lin ら の 方法1 01に 準 じて ウ
シ コ ラ ー ゲ ン を コ ー テ ィ ン グし てみ る と， Type IVコ
ラ ー ゲ ン を用 い た時に Ty pe m コ ラ ー ゲ ン に 比 し て良
好な接着率 を得 た． これ は Ty peIVコ ラ ー ゲ ンが 基 底
膜由来で ある の に 対し て Type M コ ラ ー ゲ ン は皮膚結
合組織由来 で あ り， 基底膜由来の も の が よ り細胞 の 接
着を促進させ る もの と考 え られ る． 一 方 フ ィ ブ ロ ネ ク
テンは細胞の 接着に 重 要な役割を果 た し て い る と報告
されて い る 岬 川
．
フ ィ ブ ロ ネク ナ ン は高分 子 粘着性糖
蛋白で ， 細胞表面， 結合組織， 血清， 脳脊髄液中に 存
在し． てい る
． 細胞性 フ ィ ブ ロ ネク チ ン は 分子 量 22句 25
万のサ ブ ユ ニ ッ トの 2量休 また は多量体 か らな っ てい
る20lo ま た血 祭性フ ィ ブ ロ ネク チ ン は分子 量 20ノ ー22 万
の サブ ユ ニ ッ トの 2 量体 か ら な り， 以 前 は c old in－
S Olubleglobulin と呼 ばれ て い た21． こ れ らの フ ィ プ ロ
ネク ナ ン は細胞の 基質お よ び細胞 へ の 接着と細胞移動
を促進 さ せ る と 考 えら れ て い る2 2I． ま た細胞表面 の
フ ィ プ ロ ネク ナ ン は分離細胞が コ ラ ー ゲ ン と接着す る
の を促進 させ， 特 に Ty peiIIコ ラ ー ゲ ン との 接着が最
も 良い と報告され て い る2 3I． 今回 の 検討に お い て も，
Ty pe 工IIコ ラ ー ゲ ン と フ ィ ブ ロ ネ タ テ ン で コ ー ティ ン
グ する こ と で ， 正 常ラ ッ ト肝細胞 お よび糖尿病 ラ ッ ト
肝細胞の 接着が改善す る とと も に， 安定 した成績が得
ら れ た． さ らに 培養皿 へ の接着後の細胞の拡張， 伸展
も 良好 で， 図 10の 如 く多角形の細胞 は互 い に接 し単層
を形成 して お り， あた か も肝組織切片の光顕像 を見て
い る よう な像が得 られ ， 形態上 も安定 して い る と考 え
られ た
．
工I ． 培養肝 細胞 に お ける 蛋 白合 成お よ ぴ イ ン ス リ ン
の 影響
1 ． 培養肝細胞の 条件に つ い て
培養肝細胞 に お け る代謝を論 じる際に は， 肝細胞 の
培養条件が十分考慮 され な けれ ば なら ない ． 分離直後
の 遊離肝細胞 で は細胞分離時の 化学的， 物理的破壊 の
た め，細胞機能が低下し てい る24I． 一 方血 清添加培地 で
肝細胞を長期培養す る と，培養 10 日目頃か ら細胞は紡
錘 形 を呈 す る よう に な り， 本来の 肝実質細胞と は形態
的に も機能的に も異な っ た細胞 へ の 変化を認めた との
報告も あ る． こ れ ら を考慮す る と， 生 体の 肝細胞 と形
態上 も機能上 も ほ ぼ同等の 状態 に あ る培養肝細胞 を実
験 に 供す るた め に は， 実験系の 時間的条件の 設定が必
要と なる． K letzie nら2 51は分離直後の 肝細胞 はア ミ ノ
酸の 能動輸送 を失な っ て い る が， 2 ル 3時間培養 す る
と 回復が認 めら れ た と報告して い る ． ま た Bissell ら2 61
も 分離肝細胞 で は ア ミ ノ酸や種 々 の 陽イ オ ン の膜透過
性に 対す る制御が乱れ て お り， さ ら に ポ リゾ ー ム の崩
壊も認 めら れ るが ， 分離後 4 時間の 培養で は これ ら の
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障害が改善さ れ たと報告 し て い る． Ta n aka ら1 71は肝
で の 合成蛋 白で あ る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン ， トラ ン ス フ ェ
リ ン の 合成 と各種 ア ミ ノ酸の 代謝を培養肝細胞 で検討
した結果， 少 なく とも培養 3 日間は生体の 肝細胞 と同
等の 代謝を示 す と報告 して い る． こ れ らの 研究 を検討
した結果， 著者は培養開始 4時間 を基準 と し， それ に
継続す る24 時間の 培養肝細胞 を実験 に 供 した ． こ の 条
件設 定 に よ り本実験で は生体 の 肝細胞に お ける 代謝と
ほぼ 同等の 代謝が反映さ れ る も の と考え た．
2 ． 蛋白合成 に及 ぼす イ ン ス リ ン の 影響 に つ い て
体細胞の 蛋白合成 に 及ぼ す イ ン ス リ ン の 影響 に つ い
て は， 蛋白合成速度の 増加27128I2 9I， ア ミ ノ酸摂取率の 増
加 叫 お よ びま自分解速度の 減少 紺 の 3つ の 機序 に よ る
蛋白合成促進作用 が 報告 さ れ て い る． Str a n chfield
ら271は初代培養肝細胞 を用 い て， イ ン ス リ ン に よ っ て
蛋白合成能が促進 され る こ と を報告 して い る ． 著者の
実験 で も対照 ラ ッ トお よ び糖尿病ラ ッ トか ら調製 した
培養肝細胞 でイ ン ス リ ン の蛋白合成 へ 及 ぼす 影響 を検
討 したが ， 糖尿病 ラ ッ ト で は明 らか に合成促進 を認 め
た に も かか わ らず， 対照 ラ ッ トで は著明 な合成促進 を
認め な か っ た ． こ の 成績 の 相違 は，Stra n chfield ら
2 7Iの
実験 で は培養初期か らイ ン ス リ ン を添加 して お り， ま
た 血清添加培地 を使用 し てい る点 な ど培地 の性状や培
養条件 の 差異に よる も の と考 えら れ た．
3 ． イ ン ス リ ン レ セ プ タ
ー の 性状 に つ い て
Goldfin eら2Iは 蛋白合成経路 に 及 ぼす イ ン ス リ ン作
用 を レ セ プ タ ー く細胞膜1 お よび ポ ス ト レ セ プ タ ー 機
構 く細胞内う に 大別 して い る． 著者はイ ン ス リ ンの 蛋
白合成促進作用 が対照ラ ヅ ト に比 して糖尿病 ラ ッ ト で
よ り著明であっ た事実を レ セ プ タ ー の 面で 検討 した．
糖尿病ラ ッ トと対照 ラ ッ トの培養肝細胞で は， レ セ プ
タ ー の イ ン ス リ ン親和性に つ い て は差異を認 めな か っ
た が ， レ セ プ タ
ー 数 は対照ラ ッ ト に 比 して糖尿病ラ ッ
ト で は約2倍 で あ っ た ． こ れ は Da vids o nら3 2Iの 成績
とほ ぼ 一 致す る結果で あ る． こ の事実は対照 ラ ッ トと
糖尿病ラ ッ トの培養肝細胞 に お け るイ ン ス リ ン に 対す
る応答性 く感受性う の 差異が ， 少な く とも こ の よう な
レ セ プ タ ー の 性状 の 差異 に 基づ く こ と を 示 唆 し て い
る
．
4 ． イ ン ス リ ン の 分解 に つ い て
糖尿病ラ ッ トお よ び対照ラ ッ トの 培養肝細胞に おい
て 認 め られ たイ ン ス リ ン に よ る蛋白合成促進作用 の差
異 を，添加イ ン ス リ ン の分解の 面か らも 検討 を加 えた．
添加イ ン ス リ ン の 分解曲線 は， 両者 とも 2相性 を示 し
たが ， 糖尿病ラ ッ ト培養肝細胞 に お け る添加イ ン ス リ
ン の 半減期 は， 対 照ラ ッ トに 比 して 短縮 して い た． こ
の差異 は恐 ら く ゴ ル ジ装置 へ の輸送過程や ， 分解速度
津 見
な どに 相違 が ある も の と思わ れ るが ， 本稿 で は この点
の 検討 を して い な い た め不 明 で あ る． 一 方イ ン スリン
添 加 の 実験は ， 今回検討 した イ ン ス リ ン の 半減期を考
慮し て ， す べ て 培養6 時間軌 こイ ン ス リ ン を再添加し
て お り， こ の 点か らは添加イ ン ス リ ン に 前述し た如き
蛋 白合成促進作用 の 差異の 原因を求 め る こ と はできな
い と 考え る．
I工1． イ ン ス リ ン ． デ キ ス ト ラ ン複合体 の 培養肝細胞
に お け る蛋 白合成 へ の 影響
イ ン ス リ ン 作用 の 第 一 歩は細胞膜の レ セ プタ ー との
結 合 で あ る． 次 の ス テ ッ プ と し て は degr adatio nと
inte rn aliz atio nで ある が
2I
， 細胞 で の こ れ ら の過 程に
つ い て は 未だ 統 一 した結論が で て い な い 3 31． イ ンスリ
ン レ セ プタ ー に つ い て も， 細胞膜 だ けで な く核， 小胞
体， ゴ ル ジ装置 な どの 細胞内小器 官 に つ い て も レ セプ
タ ー サイ トが ある と 報告さ れ て い る34j． さ らに Gold．
fi11 eら3 5ンに よれ ば ， 核の イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー は細胞
膜 レ セ プ タ ー と免疫上 こ とな る と 述べ て い る ． しかし
こ れ ら の 各種 の レ セ プ タ ー が イ ン ス リ ン作用 としての
機能 に どの よう な役割 を演 じるか と い う こ と は不明 で
あ る 抑
．
こ の 疑問 を 解 明 す る 手段 に 用 い る た め，
Saka m oto ら1
2Iは， 細胞膜 を通 過 す る こ とが で き なく，
ま た 遊離イ ン ス リ ン を 放出す る こ と が な い イ ン スリ
ン ． デ キス トラ ン複合体 を作製し た． こ の 複合体を用
い て Saka m oto ら
3 71は ミ ト コ ン ド リ ア の ピ ル ビ ン酸
脱水素酵素， p yru V atedehydr oge n a s eくP D Hlの 活性
が イ ン ス リ ン ー デ キス トラ ン 複合体 に よ り活性化され
た こ と を報告 して い る ． ま た脂肪細胞 を用 い て 12 51で
標識 したイ ン ス リ ン ． デ キ ス トラ ン複合体の 細胞内で
の 分布を検討 した結果， イ ン ス リ ン レ セ プタ ー との結
合は 細胞膜の み に しか 認め られ な か っ た こ と を報告し
て い る ． 以 上 の 結 果 か ら Sakam oto ら3引 は， 上 記の
PDH 活性化 は， イ ン ス リ ン の 核 レ セ プ タ ー との 結合
と は無関係 で ， 細胞膜の み と の 結合 で 誘導さ れたもの
と結論 して い る ． 本実験で も 3種類の 複合体くT－ 上軋 T，
70， T－2000う を用 い て 蛋白合成 に 及 ぼ す 影響を検討し
たが ， こ れ ら の 複合体 は い ず れ も蛋 白合成 を促進させ
た． こ の 事実 は培養肝細胞 に お い て， 蛋 白合成に対す
る イ ン ス リ ン作用 の 発 現 に はイ ン ス リ ン が細胞内へ 取
り込 ま れる 必 要が ない 事を示 して い る ． さ ら に， 那1
合成能 へ の 効果の 発現 に は段階的な善が 認 め られた
が ， こ れ は巨大分子 で あ る程， 細胞表面の レ セ プタ
ー
サ イ トが デ キ ス トラ ン で 占拠 され る た め に ， 複合体中
の イ ン ス リ ン の レ セ プ タ ー へ の 結合が低下 し， その結
果イ ン ス リ ン 作用 が減少 す る もの と 考 えられ た．
今回 の 実験 を通 して蛋白合成 は， イ ン ス リ ンの濃度
依存的 に 増加 する傾向を示 した が， 高濃度 のイ ン スリ
培養肝細胞に お け る イ ン ス リ ン の 作用横序
ンを培地 に 添加す ると ， む しろ合成が低下 す る傾向を
認めた． こ の よ う な現 象に つ い て ， Naka m u r aら
39，は
高濃度イ ン ス リ ン は D N A合成の 抑制 を引き起 こ す結
果， 蛋白合成が減少 す る と報告し て い る ． 一 方 レ セ プ
タ M の 面 か ら は Bla cka rd ら
401が ， い わ ゆ る Dow n
regulatio nと 称す る機構が関与す る こ と を報告 し て
い る が， 現 時点 で は確 立 さ れ た 結論は文献 上 で も 定
まっ て い な い
4 り
結 論
イ ン ス リ ン の 中間ま た は長期効果の 作用 機序 を解明
する目的で ， 対照 ラ ッ トお よび糖尿病 ラ ッ トか ら調 製
し， 無血清培地下 で 培養 し た培養肝細胞 を用 い て， 蛋
白合成に お よぽ すイ ン ス リ ン の 影響 を検討 した ． そ の
結果， 次の 成績 を得た．
1 ． 糖尿病ラ ッ ト培養肝細胞に お け る蛋 白合成は，
対照ラ ッ ト培養肝細胞 に 比 し て低下 して い た ．
2 ． 培地に イ ン ス リ ン を添加す る こ と に よ り， 糖尿
病ラ ッ ト培養肝細胞で の 蛋 白合成は増加 した．
3 ． 糖尿病 ラ ッ ト培養肝細胞 で は， 対照 ラ ッ ト に比
し， イ ン ス リ ン に 対す る感受性の 増大が認め られ ， こ
の差異は 一 部 レ セ プ タ ー 数の 増加 に よ る と 考 え ら れ
た
．
4 ． 糖尿病ラ ッ ト培養肝細胞 で の 仁1 2 5エコイ ン ス リ ン
の分解は， 対照 ラ ッ ト培養肝細胞に 比 し て促進 し て い
た．
5 ． 細胞内に 取 り込 まれ ない イ ン ス リ ン ． デ キ ス ト
ラ ン複合体 は， 培養肝 細胞 に お ける 蛋 白合成 を増加さ
せた．
6 ． 蛋白合成は， 添加イ ン ス リ ン の 演度依存的に 増
加したが， 10－ 川 し － 10－7M に て 最大効果を 示 し た．
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Abstract
T he pu rpo s e ofthe pr e se nt study w a sto e x amin ethe me chanis ms ofthelo ng－te r meffe cts of
in s ulin o npr otein synthesisin t he cultu red hepato cyte s．
Isolatedliv er pa r e n chym al c ells w e r epr epa r ed fr o m a n abultn o r m alr atくc o ntr olratla ndlo r a
strepto z oto cin indu c ed diabetic ratくdiabetic r atJ． To a v oid the effe cts ofs e r u mfa cto r s，the he－
pato cyte s w e re c ultu r ed in the c o mplete synthetic s e ru mfr e e m edia H IW O5IB A2 0 0 0u nder5％
C O219 5％ air at 3 7
0
c． T he optim u m c o nditio n fo r c e11atta chm e ntto plastic dishesく6 0 m mJ
w asdete r min ed． T he c ultu r ed hepato cyte s w ellm aintain ed the m etabolic a nd m o rphologic al
chara cteristic s ofthe adultr at liv e rdu ringfir st 2 4 ho u rs afte r c ell in o c ulatio n． T he in c o rpo r atio n
ofr1
4
cト1e u cin e into trichlo r o a c etic a cidくT C AJ－in soluble protein s a nd im m u n opr e cipitate s
by a nti
－ r at albu min s e ru m w e r e m e a su r ed in c ultu red hepato cyte sprepared fr om the diabetic r at
a nd the c o ntr olrat．
Tim e c o u rs e of T C A－in s olublepr otein a nd albu min synthe sisin c ultu r ed hepato cyte sfr o mdia
－
betic a nd c o ntr ol r ats indic ated that the sym the sis w asfo u nd to belin e a r o v ertheincubatio n
Pe riod of 2 4 ho u rs． Ho w e v e r， Synthe sis of T C A
－in s oluble pr otein a nd albu min by hepato cyte s
PrePa red fr o mt he diabetic r at w a s m a rkedlyde c r e a s ed a s c o mpar ed withthat of the c o ntr olr at．
Totalpr otein synthesis w a s not affe cted byinsulin in c ultu r ed hepato cyte spr epa red fr o mthe
c o ntrol rat
． Whe n lO
ぺ M insulin w a s ad ded to the m ediu m of hepato cyte spr epa r ed fr o mthe
diabetic rat
，
theinitialr ateく0－6 hrJofpr otein synthe sis w a sin c r e a sed ap pr o xim ately 4 tim e s．
Sc atcha rd a n alysis r e v e aled t hat both c ultu r ed hepato cyte sfr om the diabetic r at a nd the
c o ntr ol rat had a m ajorin sulin －binding sites wit h K dof ap pr o xim ate4 ．4－5．7 X l O
－ 9
M ． Cultu red
hepato cyte s fro m the diabetic rat， ho w e v e r， had twic e as m a ny r e c epto rspe r c ellas c o ntrol
hepato cyte s． Fu rthe r m o r e， in s ulin degr adatio n w as r apide rin c ultu red hepato cyte sfro m the
diabetic rattha nthat fr o mthe c o ntr olr at． In co ntra st， Cultured hepato cytesfr o mthe diabetic
rat w as m u ch m o r e s e n sitiv eto the ho r m o n e s， Thisin c re ase in se nsitiv ty of c ultu r ed hepato －
Cytesfr o mthe diabetic rat m o st likely refleQtS a nin c re a sein t he n u mbe r of in sulin re c epto r s
pr es e nt．
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Fin ally， itw asde m o n strated t hat protein synt hesis of c ultu r ed hepato cyte s w a sindu c ed by
t he e xtr a c ellula ry in c ubated in sulin
－de xtr a n c o mple x e s a s w ella s n ativ ein sulin ． T hre ekinds of
S Oluble a nd stab le in sulin －de xtr a n c o mple x e sくI， M r 1 5 0， 0 0iII， Mr 4 5 0，0 0 0iIII， M r 2，0 0 0， 0 0l
w e r eprepa r ed． T he m a xim al effe ct of in sulin
－de xtr a n c o mple xくり o n protein synt hesis w as
c o mpa r able to n ativ einsulin ． H o w ev e r，in s ulin
－de xtra n c o mple xくエIc a us ed a 67％ stim ulatio nof
nativ ein sulin ． In s ulin －de xtr a n c o mple x 叩叫indu c ed only a slightin c re as ein pr otein synthesis．
T hese r e sults s uppo rt t he vie w t hat the stim ulation byin s ulin ofpr otein synthe sisin r at hepato－
CyteS do es n otr equir et he e ntry of in sulin into c ell．
．．．．こ．上．璽．．．
